






摘要　将来源于`徐薯 18' 叶片的胚性愈伤组织 , 接种在含有不同 2 , 4-D浓度的液体MS 培养基中进行悬
浮培养 , 悬浮细胞表现出不同的形态结构 、分裂方式和发育途径:2 , 4-D浓度为 1 mg/ L时 , 细胞均等分
裂 ,增殖迅速;不含 2 , 4-D时 , 细胞多进行不均等分裂 , 并发育成体细胞胚。不同 2 , 4-D浓度中培养的悬
浮细胞 ,其胞外过氧化物同工酶谱及其随时间变化的方式有很大差异 , 并与细胞的生长 、发育过程密切
相关。
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Abstract　Divergences were discovered in cell morphology , mode of cell division and passage of
cell differentiation , when embryogenic calli induced from leaves of `Xushu 18' sweet potato were
suspension_cultured in modified MS medium with different concentrations of 2 , 4-D.Cells grew
quickly and divided equally in medium containing 1 mg/L 2 ,4-D.When 2 , 4-D was deleted , the
cells divided unequally and developed into embryos.Extracellular peroxidase isozyme patterns
changed greatly during suspension culture with different concentrations of 2 ,4-D and were closely re-
lated to cell development process.
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甘薯 Ipomoea batatas (L.)Lam.是高产稳产 、营养丰富 、用途广泛的重要农作物 。有
关甘薯体细胞胚胎发生和人工种子的研究 ,对于提高甘薯的产量和质量 ,改善传统落后的
生产模式 ,具有重大意义 。近年来 ,这方面的报道不断增多 ,但仍存在许多问题 ,尤其是对
甘薯体胚发生过程中的生理生化变化 ,分子机制缺乏研究 ,大多数工作是经验式的 ,具有
相当大的盲目性 ,难以有目的地 、高效能地调节控制其体胚发生过程 ,这在很大程度上限
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1　材料和方法
1.1　愈伤组织的诱导
以`徐薯 18' 为材料 ,取其无菌苗叶片为外植体 ,切成 1 ～ 2 cm2 的小块 ,接种在附加 2
mg/L 2 ,4-D+0.2 mg/L 6-BA的固体MS培养基上诱导愈伤组织 ,温度为 27 ℃,散射光 ,四
周继代一次。
1.2　悬浮培养
挑选继代 6 ～ 8周的淡黄色 、细颗粒状胚性愈伤组织 ,以一定接种量(2 g/40 ml)悬浮
在附加不同2 , 4-D浓度的液体 MS 培养基中 ,在旋转式摇床上 ,以 100 ～ 120 r/min的速度
振荡培养 。继代时 ,静止 20 min 倒出 1/3上清液 ,加入等量新鲜培养基 ,一周继代一次 。
培养过程中 ,定期在倒置显微镜下观察悬浮细胞生长发育情况。
1.3　样品提取
将悬浮培养物静止 ,取其上清液 ,4 000 r/min离心 ,上清液于-20 ℃冰箱保存 ,或直
接用于电泳分析 。
1.4　电泳




的不连续凝胶 ,配方见表 1。用 DYY-3型稳压稳流电泳仪稳压 200 V 电泳 4 ～ 5 h ,取出分




1 mol/ L Tris-HCl pH 8.8(ml) 11.2 -






在悬浮培养过程中 ,当培养基中 2 ,4-D浓度为 1 mg/L 、2 mg/L 时 ,大多数细胞呈圆球
形 ,细胞质浓厚 ,细胞核明显 ,细胞分裂旺盛 ,多为均等的有丝分裂(图版 I-1),悬浮系中 ,
细胞分散度良好 ,主要由单细胞和小型细胞团组成 。
当2 ,4-D浓度为 4 mg/L 、8 mg/L 时 ,大多数细胞的形状很不规则 ,且结构不完整 ,有
破裂现象 ,细胞质与细胞壁严重分离 ,细胞核不明显 ,细胞分裂相少 ,且以无丝分离方式
(缢裂)为主 ,悬浮系中 ,细胞分散度很差 ,很少有单细胞和小型细胞团 ,多聚集成较大的愈
伤团块。
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当2 ,4-D浓度为 0.5 mg/L 时 ,细胞形状不甚规则 ,长条型居多 ,也有椭圆型 、多边形
等等 ,细胞分离极为旺盛 ,细胞分散度不理想 ,单细胞 、小型细胞团及愈伤团块同时存在 ,
比例相当 。
当2 ,4-D浓度为零时 ,细胞多进行不均等分裂(图版 Ⅰ-2),产生类似顶细胞和基细胞
的结构 ,并完成体胚分化(图版 Ⅰ-3 ,4)。
悬浮培养三周后 ,分别测定不同培养基中的培养物鲜重增量(图 1)。




体细胞胚的产生所致;当 2 , 4-D 浓度为 1
mg/L时 ,又出现另一个生殖高峰(6.315
g),这是由于细胞增殖引起的;随着 2 , 4-D
浓度的继续升高 ,达到 4 mg/L 、8 mg/L 时 ,
细胞鲜重非但没有增加 ,反而有下降的趋
势 ,这可能是由于细胞死亡 、破裂 ,内容物
渗漏所致。
综合上述结果分析 ,不难看出 1 mg/L
的2 ,4-D浓度 ,不仅能够使胚性细胞维持最佳的形态结构 、生长速度 ,而且一定程度上抑
制了非胚性细胞的增殖 ,有利于保持悬浮细胞系的分化能力 。
2.2　2 , 4-D浓度对悬浮培养物胞外过氧化物酶同工酶的影响
挑选胚性愈伤组织 ,以相同的接种量(2%)接种于 2 ,4-D浓度分别为4 mg/L、1 mg/L 、
0的MS液体培养基中 ,100 ～ 120 r/min摇床上振荡培养。定期取其上清液 ,进行过氧化物
同工酶的电泳分析。结果如图版Ⅱ所示:
当2 ,4-D浓度为 4 mg/L 时(图版Ⅱ —1),从第一天至第十天都只有 3条谱带 ,除了颜
色稍微加深之外 ,没有任何变化 ,此时 ,细胞的生长 、增殖处于生长停滞状态 。
当2 ,4-D浓度为 1 mg/L 时(图版 Ⅱ—2),第一天有两条慢带 ,从第二天到第五天 ,这
两条带逐渐加深 ,并且在快迁移区又出现三条快带 ,第六天开始 ,两条慢带变得浅而细 ,到
第七天完全消失 ,而快带却稍有加深。这种变化趋势与细胞的生长相关 ,2 ～ 5天细胞正
好处于分裂 、增殖旺盛时期 ,此时谱带加深并有新的谱带的出现 ,表明细胞内过氧化物酶
水平提高 。
当2 ,4-D浓度为 0时(图版 Ⅱ—3),从第三天开始 ,慢带加深 、快带出现 ,此时细胞处
于增殖状态。第八天开始 ,快带显著加深 ,并有新带出现 ,此时培养基中产生大量球形胚 ,
已进入分化状态 。随着体胚的进一步发育 、成熟 ,其带型变化不大。
3　讨论
植物体细胞胚胎发生领域的众多研究工作表明 , 2 ,4-D毫无疑问是影响这一过程的
极其重要的外部条件(郭仲琛和桂耀林 ,1990)。本实验证明 2 ,4-D对甘薯的体细胞胚胎
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发生影响显著 ,这种影响是多方面 、多层次的 。
图版Ⅰ 　1.悬浮细胞均等分裂(×270);2.悬浮细胞不均等分裂(×270);
3.原胚(×84);4.鱼雷胚(×32)
图版Ⅱ　不同 2 , 4-D浓度的悬浮系中 , 胞外过氧化物酶同工酶谱
1.2 , 4-D浓度为 4 mg/ L的悬浮系中 ,胞外过氧化物酶同工酶谱(1 ～ 10 d);2.2 , 4-D浓度为 1 mg/L的悬
浮系中 ,胞外过氧化物酶同工酶谱(1～ 7 d);3.2 , 4-D浓度为 0的悬浮系中 ,胞外过氧化物酶同工酶谱(1
～ 11 d)。
首先 ,2 ,4-D对甘薯体细胞胚胎发生具有明显的剂量效应和阶段效应:培养基中 2 ,4-
D的浓度不同 ,细胞的形态结构 、分裂方式 、生长状态及分化途径都有很大差异 ,1 mg/L
的2 , 4-D对于`徐薯 18' 胚性悬浮细胞最为合适。`White Star' (Shee 和 Cantlifle , 1988;
1989;1992)、̀向阳黄' 、̀ 大南伏' (赖锦盛等 , 1994)、̀ PI318846' (Qi和 Anata , 1996)等甘薯
品种的体胚发生过程中 ,也都受到 2 ,4-D的严格调控 ,而且 ,不同品种 、不同外植体需要特
定浓度的 2 ,4-D启动胚性 。虽然 2 ,4-D的存在对甘薯胚性愈伤组织的诱导和增殖是绝对
必需的 ,但对其分化及胚状体的发育是有消极作用的 ,这种阶段效应 ,在胡萝卜 、芹菜 、苜
414　 植物学通报 16 卷
蓿等模式植物的体胚发生研究中也普遍存在 。Kawahara(1994)在对胡萝卜胚性细胞的研
究中发现 ,胚性细胞在无激素培养基中实现体胚分化 ,而在含有 2 ,4-D或抗生长素类物质
(PCIB)的培养基中 ,都没有分化 。他们认为 2 ,4-D的存在 ,某种程度上破坏了内源生长素
的极性分布 ,而 PCIB阻断了内源生长素的合成过程 ,同样破坏了这种极性 ,因而抑制了胚
胎的进一步发育和成熟。当然 ,并不是所有的植物在体胚发生过程中 ,都表现出 2 ,4-D的
阶段效应 ,即使在甘薯中也有例外 ,比如刘庆昌(1996)在对`栗子香' 、̀高系 14号' 、̀ 高自
一号' 的研究中报道 ,将胚性细胞团转移到附加 2.0 mg/L 2 , 4-D的MS 固体培养基上 ,形
成了成熟的子叶胚。这可能与品种遗传背景以及外植体所处的生理状态有关。
过氧化物酶是植物中常见的氧化酶 ,植物的发育和分化过程 ,与过氧化物同工酶的种
类和活性有关(Ku和 Yang , 1970),它与脂酶 、酸性磷酸酶一起 ,常常做为组织培养中胚性
和器官发生快速灵敏的生理指标(Coppens等 ,1987)。Cavalcante 等(1994)对`90' 、̀ 953' 、
`Qu' 三个甘薯品种的胚性和非胚性愈伤组织进行了过氧化物同工酶分析 ,发现具有显著
差异 ,并认为过氧化物酶作为可靠的生理标志 ,可以有效地预测甘薯愈伤组织的分化途
径。在本研究中 ,不同2 ,4-D浓度处理 ,不仅使甘薯悬浮细胞在形态建成方面产生明显差
异 ,而且在同工酶水平也发生了一系列变化 , 2 , 4-D浓度不同 ,使得胞外过氧化物酶同工
酶的带型及随时间变化的方式都不相同:与 2 ,4-D浓度为 4 mg/L时相比 ,2 ,4-D浓度为 1
mg/L时细胞的增殖速度大的多 ,而且谱带的数目增多 、颜色加深 ,表明过氧化物酶水平较
高;当 2 ,4-D浓度为零时 ,随着球形胚的形成 ,出现 3条显著的快带 ,很可能与胚胎分化特
异相关。当然 ,一切形态上的变化和生理上的变化都是以遗传物质的变化为基础的 ,2 ,4-
D对甘薯体细胞胚胎发生的调控机制的深入探讨 ,还有待于在分子水平上的继续研究 。
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